mini-Fプラスミド複製開始調節機構の解析 : 複製開始因子RepEの機能構造 by 松永, 藤彦

















































































































































































れる RcpE蛋白質 (251残基、 29kDa)の他に、宿主因子で
ある分子シャペロン (DnaK，DnaJおよびG中E)(haki Cl aJ ， 
1989; Kawasaki et aJ.， 1990) 、大腸菌染色体の複製開始因
子である DnaA蛋白質 (Kline el aJ.， 1986; Hansen el aJ.， 
1986; Murakami el al. • 1987)、DNAヘリカーゼ DnaBとそ
の活性調節を行う DnaC(我々の未発表データ)そしてヒス











Fig. 1 Bramgill & Kombcrg (1988)の提唱した複製開始蛋白質の機能のモデル。複製開始国手が持つと考えら
れる3つの彼能、オリジンの認議、二重鎮開裂、そして複製蛋白質の詰導が示してある。 Difflcy(1996)より改
変し転救した。
小単位は複製オリジン (ori.り、 rcpE遺伝子および薬剣耐性 配列特異的に ori2のDR(Tokino clal.， 1986)と rcpE遺伝
遺伝子から偶成され、コピ一致を負に調節する incC領域 子の IR(Masson and Ray， 1986)に結合することで発河iされ
を欠いているためコピー数が細胞あたり 10-15コピーに る。さらに、この2つの機能は RepEの2つの異なるフォー
上昇している (Kawasakiel al.， 1991)0 ori2はDnaA蛋白質 ム、モノマーとダイマーによって分担されている。つま
の結合配列である DnaAbox (2偶)、アデニンまたはチミン り、RepEモノマーがオリジンの DR~こ結合(イテロンあた
もこ富む配列(A[f'rich領I立)、大脇白オリジン oriCの 13mcr りモノマー1分子}することで DNA複製が開始され、 RepE
と相同な 13bp配列(13mer)、4個の 19bpイテロン配列が ダイマーが rcpE遺伝子のほに結合することで転写を抑制l
直列に並んだ direclrepeal (DR)からなる。また、 rcpE遺伝 する (Fig.2， J shiai c181.， 1994) 0 RepEはダイマーとして非
子のプロモータ領減にはイテロンと共通する 8bp配列が ?れこ安定であり(角幸雄?有数は 0.3nM程度、Jshiaiel81 
逆向きに配Eをした mvcrledrepωl (IR)があり、オペレータ 1994)、かつ repE遺伝子の転写を抑制し担製開始因チであ
ーとして概能する (Fig.2)。 るRcpEの発現を抑えることから、 RcpEダイマーは DNA
RepE蛋白質は mini-Fプラスミ ドの桜製の頻度調節の 複製に関しては強力な負の制御肉子であるといえる。ま
鍵となるこつの重要な機能を持ち、プラスミドの複製開 た、ダイマーから複製開始型であるそノマーへの変換は分
始(イニシエーター)、および repE過伝チ自身の転写抑制 子シャペロン (DnaK，DnaJおよびG巾E)によって促進され
(リプレッサー)を行う(Kline， 1985; Muraiso el a/.， 1987; ることが inVllrOの実験で明らかになっている(我々の米
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Fig.2 mini-Fプラスミドの情造および複製調節のそテソレ因。複製オリジン (oriZ)は、 2つの DnaA蛋白質結
合サイト(DnaA加xcs).A!T rich rcgion (A斤)，大腸rg複製オリジン oriCの 13mcr配列に似た 13bpの配列
(13mer)，4つの 19bpイナロン (direclrepeal， DR)からなる。その右隣のrepE遺伝チのプロモーター/オペレー
ター領成(P/O)には、 invertcdrc(冗at(lR)が存復する。 DRには RepEモノマーが、 IRにはダイマーが結合し





する上で不可欠な、機能と情i1iとの関連を軸に解析を進 イテロンと invcTledrcpcalは共通する 8bp Ae列を持つ
o めた。 ており (Fig.2)、この配列が RepE蛋白質の DNA結合の特
複製開始因子がオリジンに結合することによって DNA 異・牲を決めていると考えられる。しかし、この二つの
の湾幽(ペンデイング)を引き起こすことが、大腸菌の DNA配列の全体締造は異なり、オリジンのイテロンが直
oriC (Schaper & Messer， 1995)， ，¥ファー ジ (Zahn& 列に並んでいるのに対して、埼ベレーターである lRはパ
B1allncr， 1985)，プラスミド R6K(Mukhcりce el aJ.， 1985)， 1)ンドローム桜の榊迭を持つ。 RcpE蛋白質のどの領域が
pT181 (Koepsel & Khan， 1986)， PI(Mukhopadyay & これら DNA配列の結合に関わっているのか、それが単一
Chanoraj， 1993)およびSV40ウイルス (Fanning& の領成であるのかを明らかにするため、 RepEの DNA結合
Knippcrs， 1992 の総説を参照)において明らかになってい ドメインの同定を試みた。また、先に述べたようにオリジ
る。複製開始蛋白質によって引き起こされるべンデイン ン・オペレーターへはてつの異なる形態の RepEが結合す
グはオリジン領域の高次初追を変化させ、 DNA二重鎖の る(それぞれモノマーおよびダイマー)。そして、非常に安
1m裂が起こると考えられている。問機のことが RepE蛋白 定な RcpEダイマーは分子シヤペロンによってそノマーに
7 
f 
変換される。この形態の違いによる椴能調節に重要な役 オリゴマーは5二GCTCTAGA.CTGTGACAAA TTGCCCTCA. 
割を果たすダイマー形成ドメインの解析も行った。 GTCGACGC.3・と 5・.GCGTCGAC.
さらに、コンピューター解析による RepE鎖似蛋白質 TGAGGGCAA 1TIGTCACAG. TCT AGAGC.3・をアニーリング
の検索や高次構造予測、あるいは RcpEとオリジン ONA し作製した(両端に XbaIとSalIの認織配列を合U)o RcpE 
複合体の結晶情造解析や原子問力顕微鏡による観察を行 蛋白質のN末端にヒスチジンが6個付加した His6・RcpEを
ぃ、遺伝・化学的アプローチ以外から複製俊併に迫る試 産生するプラスミド pKV7202は、 repE遺伝子の5・側に
みも行った。 BamHI.3・側に HindllIを付加するように作製したプライマ
略語
IPTG， isopropyl-l ・thio・s-O・galacloside;X.gal， 5・Bromo.4-
chloro-3-indolyl. s・O.galacωside;SOS・PAGE，sodium
dodecyl sulfatc.polyacrilamide gel clec町ophoresis;BSA， 
凶vinescrum albumin; Mcs， 2-(N-morpholino)・
ethancsulfonic acid; DSP， dithiobis(succimidylpropionat巴)
材料と方法
箇4朱、ファージ、プラスミド
ーを用い pKV7190をテンプレートにして repE事長t或を PCR
1~帽し、 pQE9 の BamHI.HindOl サイトにクローニングし







る)から His6.RepEまたは His6のない RepEの発現が誘




本研究で使用した大脇菌株、ファージ、プラスミドを IPTGにより RepEの発現が誘導される (Studier el al.， 
合わせて Table1に示 した。菌抹KYI461はHI2017 1990)0 t.Nll， t.N17 の精製には、 pBK819，pBK820 
(H irano el a1.， 1987) にPlトランスダクシヨンによって (Kline el aJ.， 1992)を用いた。変異 RepE蛋白質の精製、ま
的y+ 遺伝子を導入することで作製した。 KY1462 と
KY1463 11 KYI461 に、 KY1464はMC4100に).P repE-
JacZを浴原化し作製した。融合遺伝子 Para8・OR2-JacZを
持つ Aファージは、 pMS434の HindfUサイトにオリジン
のOR配タ1)を逆向きに2つ配し、 in v;vo recombinalion Iこ
より).pF13へ移し作製した(Hirano el aJ.， 1987)。ペンデ
イングアッセイ周のプラスミド pKV720SはpBend2(Kim 












Table 1. Bacterial strains， phage， and plasmids 

































F-t:.(ara-Ie叫697t:.(Iac-pro) thi trpA38(Oc) 
F-t:.(argF-lac)U169 rpsL relA flbB deoC ptsF rbsR 
KY1461 (A PrepE・lacZ)pRep4 
KY1461 (A PrepE-lacZ) 
MC4100 ( A PrepE-lacZ) 
F-ompT( A DE3) 
F-lac ara gal mtl 




im21 lacl phage T7 RNA polymerase 
or~pMB1) cat trpR repE 
or~CoIE1) b匂ParaB-lacZ
or~CoIE1) bla 
or~p15A) neo lacl 
or~pMB 1) bla His6・repE
or~pMB1) bla repE 
or~pMB1) repE 
or~pM 8 1) repE.1N 11 
or~pM 81) repE.1N 17 
or~p16A) cat phage T7 Iysozyme 
mini-F ori2 bla repE602 
mini-F ori2 bla 
minトForiヨcat
ori (pMB 1) bla 
ori (pMB 1) bla iteron 
) 
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Fig.3 RepE発現プラスミド pKV7202，pKV7203の構造及びおもな制限酵点サイトの位置。 pKV7202はN
ぷ端にヒスチジンタグの付いた RepE(His6・RcpE)を発現するのに対して、 pKV7203は本来の RepEを発現
する。 His6・RepEはN末端側に16残基の付加がある:(M)RGSHHHHHHGSIEGR， EGRが RcpEの二番目のコ|
ンに続く。 rcpE遺伝子の下に示した4つの互いに重なる scgment(1 -4 )は、 DNA結合能欠損変異体(TahJc~ 
を分離する際に PCRで変異を導入した単位を示す。
培地 TGGAAGTGA T ATCGCGGA.3・を用いて pKV7203~こ対する
凶のJt;義は L.broth(Wada et al.， 1986). mcdium E (Vogel PCRを行い、できた断片を Nde!および EcoRVで切断、
& Bonncr， 1956) 5upp1cmcnlcd Wilh 0.2% glucose， 0.5Qも pBK815の対応する制限酵京サイトにクローニングするこ
casamino acid and 2μg/mllhiaminc または MacCONKEY とで作製した。 C末端からの欠失変異 (602.701，dC10. d 
AGAR (DIFCO)を用いた。プラスミドを持つ菌株の選択の C57および dC148)はpKV7190をもとに作成した。
ために、 50μg/m1ampicl1m， 20μg/m1 ch10ramphcni∞1. RepE602は以前に我々の研究室で分縫されたフレームシ
フト変興ー で、 C末端の6残基が欠失、かわりにイソロイシ20μg/ml kanamycinを適宜培地に加えた。
ン・プロリンの2残基が付加している(Ishiaiel al.， 1992)。
欠失恋.nRcpEの作成 RepE701 (C末端の7アミノ般を欠トロイシンが付加)お
N~織から 33， 68 または 103~.JUき欠失した変異 RιpE よぴdC57(C末端の57アミノ般が欠失)は、 Xbalリンカー
(dN33， dN68およびdNI03)はpKV7202をもとに、適 (CTCT AGAG) :をそれぞれr叩EのE∞RVまたはPvuOサイ
当なこつの制限酵素サイト問(それぞれ BamHlと SmaI， ~ Iこ州入し作製した。 RepEdCIOはアンバーコドンを合
NruJ 'または Nacl)のDNA断片を欠失する事で作製した。 むプライマーを用いた PCRにより作製した、C末10アミ
開始コドンの次に rcpE遺伝子の43昏自のコドンが来るd ノ酸欠失変異である。 dC148は NaeIとHpaIサイトの問




リプレッサー活性欠航 RepEの分離 MacCONKEY AGARを用い、 repE遺伝子の発現は特に話導
変具体分離は、変貝導入の方法、月lいた菌妹、プラス がされていない。 Cではトリプトファン抜きのmidiumEプ
ミド、インデイケータープレートの組み合わせを変え、 レート (60p g/ml X gal)を用い、 rcpE遺伝子の発現が誘
三通りに(以下 A，Bおよび C、Fig.9書照)行った。スク 導される (mcdiumE汲体府地で RcpEの発現量を比較した
リーニングは以下のように4つのステップから成る。 場合、 トリプトファンの量がOμg/mlの時は 50μg/mlの
(1) A， Bでは repEを持つプラスミド (A.pKV7190 ; B， 時の約5ff{高い、 Kawasaki，1992)。
pKV531)を mulD5変買を持つ KD1087中で複製させるこ 8タイプスクリーニングで RepEを発現するプラスミド
とで変異・を導入した。また、 Cでは pKV7203に対しプラ として用いた pKV531(mini-Fプラスミド)はC末織を6ア
イマ-Y-ATCGTCCAGTCAAACGACCTCACT-3'および5・- ミノ般欠いた RepE602に復裂を依存している為にコピー
T AA TT AAGCTTTCCACTGAGCGTCAGA-3・を用い問'pEの 数が野生型の70% にmちている。これは、コピー数を~
XmaI・EcoRVを含む領峨に対してエラープローンな PCR しく上昇させる変異が導入された場合にオーパーイニシエ
(後述)を行い、 J.l~帽断片を XmaI-EcoRV 切断の後、 ーシヨンによる宿主のi~嫡阻害が起こるのを防ぐためであ
pKV7190の対応する部伎に伸入することで、変異を導入 る(Ishialel al.， 1992)。プレートからの選択後は、 repEの
した。 XmaJ-EcoRV断片を発現ベクターの対応する部位に入れ仔
(2) A. Bでは KY1463、Cでは KY1464に対し、変異.を え C木綿ぽ野生型にt起した。
導入したプラスミドをトランスフ才 一ムした。インデイ 8のpKV531は自身の持つ rcpE産物に復裂が依存して
ケータープレート上で37t、一晩インキユベートした おり、 Cでは前述のようにイニシエータ活性を持っている




















行った (Kawasakie181.， 1992; Ishiai e181.， 1994)。若干の
変更点は、陰イオン交換カラムとして、 MonoSHR515の
代わりに、 HiTrapSP(Pharmacia)を用い、カラムに吸着し



















l∞ml 中、 30tで対数i~砲後期まで培獲する。 l mM
lPTGを加え 4時間発現誘導 したのち集曲、 10mMp-
mcrcapLOclhanol. 1 mM phenyune山ylsulfonylfluoride 
(PMS町を加えた 5ml Buffer A (100 mM NaH 2P04・10mM
Tris. 6 M guanidine hydrochloride. pH adjusled 10 8.0)中で l
時間浴菌する。上治を Ni 2+-NTA column (0ふnl)に吸
;省、 BufferA 18 mMイミダゾーJレで洗かした後BuCferA 1 
40mMイミダゾーJレで洛出し、得られたフラクションを
MES-O.5M KCI /<'ッファー (20mM MES-KOH. pH 6.0.0.1 
mM EDTA. 500 mM KCl. 10 mM p-mercaploelhanol. 10% 







か、 pKV7190(またはその派生 プラスミド) を持つ
たのち集荷した。集菌後は 1mlの Buffer1 (20 mM HEPES 
[N・2・hydroxyclhylpi戸raunc-N'・2-cthanesulrollicacid; pH 
8.0). I∞mM NaCI. 2 mM EOT A. 7 mM p -mcrcaplochlano1. 
1 mM PMSF， 10% glyccrol. Zcrbib el a/.， 1987参照)にリサ
スペンドし、ソニケーシヨンで浴菌したあと遠心(14，0∞










(Leung c( a/. 1989)0 Taq ONA po1ymerase (Wako Chemical) 
を用い、 100μlの反応液(10mM Tris-HCI [pH 8.8]. 50 
mM KCI. 1.5 mM MgCI2， 0.1 % Triton X・100)に1サし、 ONA
結合ドメイン1tH庁の際は 0.1mM MnCI 2・ダイマー形成ド
メイン解析の際は 25μMまたは 50μMMnCI 2を反応液
に加えた。各 200μMのdATP.dTTP， dGTP， dCTPを加え、







130 bp )またはオペレータである invcrtedrepeat (lR， 180 
期のほ養液(L借地 5ml)に0.1mM IPTGを加え1.5時間発
現誘導したのち集聞した。後者の場合、 ovemighlculrure bp)の断片を 32pで末端ラベJレしたものをプロープとし、




組成1120mM Tris・HCI(pH 7.5)，40 mMトJaCl，10 mM 
MgCJ2， 0..1 mM EDT A. I mM dllhlO山rcitol.0..1 mg/m1 
BSA.Io.μg/ml poly(d1-dC)である。 20.μl反応液に 5fmol 
のプロープ DNAと、綾後に RcpE蛋白質、もしくは RcpE
を合む細胞粗抽出液を加え、 3o.tで30.分インキユベート












作成した。祭場反応は PBSバ yファー (20. mM sodium 
phosphatc. 150. mM NaCI. pH7.5) 50.μl 中、 80.nM RcpE蛋
白質、 5μg/mIOSP(段後に加えた)の条件で行った。 DSP
を加える直前(0.umc)と、))(中でインキユベート開始後、
10..20..40.分の各点で 10.μlのサンプjレをとり lμlの 1M 
プラスミド pKV72o.5の DNAを Mlul，Nhel. XhoI， EcoRV. Tns (pH 7.5)を加え反応を停止した。各サンプルは等量の
Smal， Nrul， Rsalまたは 8amHIの各制限酵素で切断する 2x samplc buffer (125 mM Tris-HCI. pH 6.8，0..65% SOS. 
と、一定長 (140.bp)の ONA1fr.J.i・中のさまぢまな位置にイ 15% glycerol， 0.0.0.5% hromophcnol blue)を加え、 2分間
テロンを持つ断片が切り出される (Fig.4)01μsの各断片 ボイ lレの後 12.5%SDS-PAGEで展開した。泳動後にグルを
と1.7pmolの精製 RcpElr白質を 15μlのグJレシフトパッ ニトロセルロース・メンプレンに転写の後、 ECLWcslcrn 
ファー中で混ぜ、 3o.tで3D分間インキユベートした。反 blolling syslcm (Amcrsham)によってRcpE蛋白質を検出し

















SDS-PAGEなどは標準的な方法によった (Sambrooke/ a/.， 
1989)。シーケンスは、 dyclcnninalor cycJe s巴quencingIul 








RepE binding site (19 mer) 
. . 
























































140 120 100 80 60 40 20 
Binding site from the right end (bp) 
RcpE-イテロン複合体のペンデイングアッセイ。 (A)プラスミドpKV7205のペンデイングアッ
セイに関わる領域。制限僻素サイト及ぴRepEの結合配列(19bpイテ円ン)が示しである。 (8)プラス
ミド pKV7205DNAをi九仙1，Nhel， Xhol， EcoRV， SmaI， Nrul， RsaIまたは BamHlで切断して出来た、イ













入したプラスミド DNAを、 AイluI，NheJ， XhoI， EcoRV， 
SmaI， NruJ， Rsalまたは BamHIで制限酵素処理することに
よって 140bp DNAの様々な位置にイテロンが挿入された














ず、また inviLrO においても DNA結合活性に影響は見ら
れなかった(データ縫示せず)。
合体の場合は、イテロンがDNA上のどの位置にあるかに N末端からの欠失が 33，68あるいは 103アミノ酸残基
よって異なる泳動度を示した (Fig.48， C)。泳動度はイテ まで欠失すると invivoでイニシエーター活性、リプレッ
ロンがDNA断片の中央付近にあるとき段も小さく、織の サー活性がともに失われ、 invilroでもオリジンの dir∞l
方にあるほど大きかった。これは RcpEの結合によって repeat (DR)，オペレーターである invertcdrcpcal (IR)それぞ
DNAのペンデイングが起り、その際 DNA上にイテロンの れの DNAに結合できなくなる事が分かった (Fig.5)。ー
存在する位置の違いからRepE-DNA複合体の形状に差が出 方、 N末端から 17残泰欠失した場合、 invivo におけるイ
たためと判断できた。 Thompsonand Landy， 1988に記載 ニシエーター活性は失われるが、オリジン 田オペレーター
の関係式により、 RepE蛋白質がイテロンに引き起こすべ 双方に対する DNA結合能は保持していることが以前に報










我々の結果とも一致している (Ishiaiet al.， 1992)。欠失が
10残基あるいはそれ以上に及ぶと (sCIO，sC57およびA
DNA結合ドメインの解析 C148)、Jnνivoで活性を失うだけでなく、 invilro におい
ても DNA結合活性を失っていた (Fig.5}0C末端が7残基
N末端、C来立諸問側からの欠失はともにDNA結合 欠失した RcpE701の場合は mνivoの活性は完全に失われ
箭怜に影縛する ていたが(細胞蛋白質量に差はない)、オリジン・オペレー
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Fig. 5 (A) RepEのN末およびC末端領域欠失変異の位置と活性。イニシエーター活性は RepEをトランスに
捕った際の ori2 プラスミド (pKV718 または pKV7204) のコピー数により測定した (Kawr!~::ki .~! &1. 19y 1)。
リプレッサー活性はオペロンフュージョン遺伝子PrepE・lacZから発現される {J.ガラクトシダーゼ活性(トラ
ンスに捕われる RepEによって転写が抑制される)により測定した(Kav.は~~\.i CI a/. 1991)0 in vivoの活性は
ヒスチジンタグ付さ(企N33，d N68， d N103およびdNI48)または無し (602，701，dC10およびdC57)の
RcpEを発現する幽紘を用いて測定した。 JnVI仰 の DNA結合活性は RcpE602を除き、ヒスチジンタグ付き
の状態で精製した掻白質を用いた。結合効率は、 50%結合に必要な RcpE量を野生型(WT)と比較した。黒
捻りの部分が欠失した領域である。 ND，nOl deleCled (or;2プラスミドのトランスフォーマントが待られな
かった)0(8)グJレシフトアッセイの例(実験条件の詳細は材科と方法に記載)。それぞれ 3pmolのHis6.RepE
16 
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Unlabeled DR (pmol) Unlabeled IR (pmol) 
Fig.6 野生型及びRepE701のグルシフトアッセイにおいて非保設DNAを用いた鋭合実験。実験条





いて妓合実験を行った。その結果、 RcpE701<T) DNA結合 した。この目的のために、 ori2のイテロンに結合できない
が不安定になっていることがー囚として挙げられた。過 変異R巴pEをlacZの発現によってモニターする系を作成し
剰なの;l1，~.思議 DNA をコンペティターに用いゲルシフト・ た(Fig.7) : araBプロモーターと lacZ仰造遺伝子の間に
アッセイを行うと、 RepE701・DR複合体は野生型 RepE. ori2のイテロン(オリジンの DRを2組逆向きに計8個のイ
DNA複合体3こ比べ妓合されやすくなっていた(Fig.6A)。 テロン、 DR2)が帰入された倣合遺伝チを持つ Aファージ
一方 RepE701・IRの方は、野生別と般会の程度に関しては をKYI462に浴原化し、それに対して RcpE蛋白質がプラ
大きな追いはなかったが、結合効率の面でRepE701は野 スミドからトランスに捕われた。この系で野生型 RepE蛋
生型の約半分であった (Fig.68)。以との事から RcpEのC I質が備われた場合はイテロンに結合し araBプロモータ
ぷ総領域は DNA 結合にm~な働きをしている事が明らか ーからの転写は阻害され、 lacZの発現が抑制される。それ












Fig.7 DNA結合能欠損RepE変異体を分離する系。変異を導入した rcpE scgmenlを持つプラスミド





変異導入には PCRmutagencsis法を用いた (Lcungel ンスフォーマントをスクリーニングし、 scgment1から16











segment (Fig. 3参照)に分けf恐怖した。得られた各 DNA断
ンは欠失した RepEまたは、野生型より孟の少ない RcpE
片の両端を制限酵素処理し、プラスミド pKV7203の対応 Y 
を産生しており、これらは排除した。残った28個のクロ
する部位へクローニングした。その結果得られたプラス























wt K1841 L209P L224P 
1I一一寸I一一"11ー 「
? ?? ?，?
?.25 .25 .25 .25 extract 
-bound . 
ω・4 fre 、 ， ，? ?， ，?、.5 .5 extract 0 .5 
Flg. 8 (A)細胞;但抽出液を用いたゲJレシフトアッセイの例。dircCIrcpcal (DR)または invcrledrepeatαR) 
の DNA断片をプロープとして用いた。示された量の細胞粗抽出減をmぃ、 .t科と万法の記載に従って反
応を行った。 (B)イムノプロッテイングによる細胞粗抽出液中の RcpEiJi白質定量。各レーンとも野生型
(Wl) または変J\.~の抽出液 0.25μl にリファレンスとして 3 1.6 ngの精製 RepE6C57を加えた。抽出液














ア ミ ノ酸訟j失盆)~.であった(少なくとも 10個の独立な変
フレームシフト変異もlつあった。興味深いこ異)。また、
〉Table 2. DNA-binding delective RepE mutants with amino acid alterations 
Mutant RepEa Amino acid (codon) change(s) Segment no.b DNA binding activityC 
DR IR 
S168P S(UCC) P(CCC) 3 <1 <1 
K1841 K(AAA) I (AUA) 3 21 <1 
1188N I (AUC) N(AAC) 3 <1 <1 
0193し O(CAG) し(CUG) 4 21 <1 
M201T M(AUG) T(ACG) 
L194P し(CUG) P(CCG) 3 5 <1 
し194P L(CUG) P(CCG) 4 <1 
S197R S(AGU) R(AGA) 4 7 <1 
M201T M(AUG) T(ACG) 4 <1 <1 
S225P S(UCA) P(CCA) 




L209P し(CυG) P(CCG) 4 <1 <1 
N217D N(AAC) D(GAC) 4 5 <1 
T236S T(ACU) S(UCU) 
L224P し(CUC) ー 砂 P(CCC) 4 3 <1 
F240S F(UUU) S(UCU) 4 3 <1 
F242S F(UUC) S(UCC) 4 9 <1 
FS219・247d Frameshift (219・247) 4 <1 く1
a Mutant RepEs are designated by a codon number (11 lor AUG) flanked by one letter amino acid codes 01 wild type (Ieft) and the mutant (right). Those with asterisks 
were lound simultaneously with another mutant (shown immediately above) in the same clone; the DNA binding activities 01 the double mutants are presented. 
b The numbers reler to those indicated in Fig・3.
C The DNA binding activity was determined using several dilutions 01 crude extract， and ∞rrected lor the amount 01 RepE in the extract used. Values are presented 
as % 01 the wild type RepE. Averages 01 two experiments are shown. DR， direct repeat; IR， inverted repeat. 
d The predicted amino acid sequences 01 the C-terminal end (Irom residue 219) are: Wild type:…RTPMRLSYIEKKKGRO丁THIVFSFRDITSMTIG(251 residues)， 

















わせて、 RcpE 蛋白質のC末端-;.fI~ (アミノ酸残基 168・242)
蛋白質においてN末鴻領域にロイシン.ジッパー・モチー
フ棋の配列があるが(RepEでは21・SS残基、 Gira1do c( aJ.， 
1989)、プラスミド pPS10のイニシエーター蛋白質 RepA
ではこの配列内のロイシンを別のアミノ般に置換するとダ
イマー形成総が下がるとの報告があった (Garciade Yiedma 
e181.， 1996)。また、プラスミド R6Kではイニシエーター
蛋白質 πのN末端側半分でダイマー形成可能なことも分









がオ 1)ジンのイテロンだけでなく、オペレーターへの結 持つ Aファージを KYI461または MC4100に溶房、化し(そ
































? pKV7190 or pKV531 
number 01 
Screening type straln plasmid mutagenesls Jndicator plate isolated mutants 
A KY1463 pKV7190 mut05 MacCONKEY 6 
8 KY1463 pKV531 mut05 MacCONKEY 2 
C KY1464 pKV7190 PCR Medlum E， X-gal S 
~ 
Fig.9 リプレッサー活性を失った変笑・ RcpEの分縫五法。融合ll!伝チ PrepE・lacZを持つAファージの浴原































Table 3. Amino acid alterations and DNA-binding activities 01 autoregulation delective RepE mutanls 























































aMutant RepEs arc dcsignated by a codon number (1 for AUG) flanked by山conc-Icttcr amino acid cωes of thc wild typc (Ieft) and lhc muωnl (righl). 
bS∞lexl and Fig. 9 for details of Lhr∞scr巴eninglypes (A， B and C). 
CDNA-binding aCliviues determincd with crude extracts. RelaLive activitics LO lhosc of wild typc arc pr岱 entcd.DR， dircct rcpeat; IR， invCrlcd rcpcal. 
分離された領域(93・135残基、 Ishiaiet al.， 1992)とオーバ 酸残基にも変異が起こっていたが、極性のあるアミノ酸枝
一ラップする点で注目された。尖際L135Fは共通してみ 基と政水性のアミノ舷残ぷとの間の也換が全体の半分を占
られる変異だった。また、 C~織にマップされた変異休の めていた (51J lP， Fl125， T154A， P1955および M201T)。




(a) [Dlrect Repeatj (c) [Inverted Repeat] 
1001 f 100 
Wlld type' L 135F 
801 R118Pg _/ rT E156G 80 
_ --1 S111P 、。n t_ i 60; ， I F 112S I i 60 
("'¥ 
豆偲 1 02m Z 
~ 40 ~ It) 
20 1 j! /.-R200H 
o 
.001 01 1 t 10 100 0.01 0.1 1 10 100 
RepE (pmol) RepE (pmol) 
(b) (Dlrect Repeat) (d) (InveパedRepeat] 
-iil 234 2 3 4 5 6 ℃ C~ ・e ..、.，~凶 ， コ凶，''' - 10 3tIWw w 凶匂】】凶~ -~ 
Fig.1O変異 RcpEの綿製蛋白質を用いたグルシフトアッセイ。 32pで係議した 5fmolのdlrCCIrepeal (DR) 
または inv巴rtedrcpcal (1 R)の DNA断片をプロープに則いた。 (aおよびC)用いた RcpEm. (モノマーとして算出
した茸)に対し、 トー タ Jレのパンド中 RcpEの結合によってシフトしたバンドの割合をプロットした。水平紬
は対数プロットである。 (bおよびd)ゲlレシフトアッセイの一例。実験によってバンドの移動度が若干異なる
場合があったが、野生型4こ対する相対的な移動度に速いはなかった。また、使用した IRのプロープには僅か
にDRが混じっており、 5111PはIRとの複合体の他に DRとの複合体も借かに見られる (dのレーン3)0Lane 
1， no RepE; lane 2， wlld lypc (1.2 pmol for DR胡 d10 fmol fur IR); lane 3， 5111 P (3 0 fmol for DR and 2.5 pmol 
for IR); lane 4， FI125 (17 fmol for DR and 44 fmol forIR); lanc 5， EI56G (1.6 pmol for DR and 0.4 pmol for IR); 


















組~変異 ReoE 益向質の llliA ili令j1;件









































質、 CrCallnCkinase (81 kDa)， BSA (66 kDa)， carbonic 
anhydrdsc (29 kDa)そして RNascA(13.7 kDa)を用いた検京
総で浴Jむされる分子の大きさを推定すると、野生型が約

































(Relenlion Timc) 二対して、各 RepE蛋白質の 280nmの吸収パターンを垂Q合わせてプロッ卜した。
BSA (66kDa)， carbonlc anhydrasc (29kDa)のピークの位置が上，こ示してある。






N末端からの欠失変異1'6NII，6Nl7 (それぞれ1および れらの変異はオペレータ ーへの結合が下がると同時にオリ
17アミノ酸残基欠失、 KIinc cl 81.， 1992)および、 C末端か ジンへの結合が上手干していることから(特に FI12S、Fig.
らの欠失変異体 R巴pE701(7アミノ酸残基欠失、以下企C7) 10)、野生型に比ベダイマー化しにくく なっている可能性
をゲJレ議過にかけた。これら変買休は約21分の位置に洛 が考えられた。また、欠失変異を用いた結果からN求総の
出され、ダイマーを形成しているがが分かった (Fig.11、 17残1fs 、 C末端の7残~Ij.ダイマー形成に必要でないこと






変異 RcpEの性質及び RepEのN末・ C末両端のダイマ
ー形成への関与を更に詳しく調べるために精製RcpE蛋白































FI 12S. LI35F， TI54A， EI5品G，Y1品IC，R200Hそして
D203Aについては、すべて士:-f正体:こ相当する産物が観察
された (Fig・12たどしし135F.T154A， EI56G. YI61Cおよ
びD203Aについてはデータ此示せず)。この架情実験は、
























(a) wildtype Rl18P SlllP Fl12S R200H 
寸ヲτ寸ぽ-EF寸ぽゴ寸-'10τ「110 20l 
10 40 10 40 10 40 10 40 10 40 mln 
kDa 





(b) ムC7 ムN17 ムC57 ムN42
I 0 20 I I 0 20 I I 0 20 I 10 20 I 
kDa 10 40 10 40 10 40 10 40 mm 




ローデイング/'¥ツファー を力日ぇ、 SDS-PAGE:(;炎、 ゲlレをニトロセ Jレロースメンプレンに幸三写した。 RcpE
fli白質の検出は ECし・WCSlemblolling syslem (Amersham)によった。 (a)wild lype， RcpE54 (R 118P)および
他のアミノ骸置換変異 RcpEo (b) N末端およびC末端欠失変'J<.RcpE。各蛍白質について4つのレーンは左
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* * ***** ** * *** **** * 1< 大** • * ** ** *. * *会食食会 * • 
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Fig. 13 RepE および他の類似桜製開始蛋白質のア ミノ酸配列アラインメント。ホモロジ一般>~によって RcpE と類似性が認められた6つの複製開始蛋白質を並べた。アスタリスク
は、同ーまたは頬似のアミノ酸残務(太字で苦かれている)が7つの蛋白質の内5つ以上で忍められた箇所を示す。白抜きの四角と影の付けられた四角で問われた部分はそれぞれコピ
ー数上昇変異の分経される領主主と ONA結合に関わる領主義である(考祭参照ふ矢尻は ONA結合欠損変異の位況を示すσablc2書照)0a， RcpE (mini-F， E.∞Ii [M urOISU el 81.， 198))); b，π 
(R6K， E.∞li [Gennino & Bastia， 1982]); c， R叩A(pSC101， E. C()/i [Ann.strong et 81.， 1984]); d， ORF239 (pCU1， E.∞li 1 K.rishn釦 etal.，19如));e. RcpA (pPS 1 O.Psudomonas s.戸ngae[Nicto et 3/.， 










所生命情報研究センタ ーの西川建教授との共同研究によ スを取るジョイン卜法(Schulzel al.， 1974)によりRcpE蛋
り行った。まず、 RepEとアミノ酸配列のホモロジーが認 白質の二次構造予測を行った。 Fig.14に示したように、
められる蛋白質をデータベースに対して倹索した。 RepE RcpEのN末端領域(1・89残基)は qヘリックスに比較的宮
蛋白質は幾つかのプラスミド複製開始因子と相同性を示 むが、それ以外は σヘリックス、 βストランド、コイル摘
したが、そのうち RepEと97%の相向性を示し RepEの突 進の入り交じった併遣を取っていると予測された。多くの
然変異体であると思われるプラスミド R27のProlcinEを DNA結合蛋白は、 DNAのメジャーグループにσへリック
除き、 RepE蛋白質と30%前後のホモロジーが認められた スが入り込む形で盗基を認識することが知られている




にあることが示唆された。先に述べたように RepEで DNA るDNA認織が RepEにおいても当てはまるのかどうかは
結合 ドメインとして知られるヘリックス・ターン・へリツク 分からないままである。
20 40 60 80 
MAETAVINHKKRKNSPRIVQSNDLTEAAYSLSRDQKRMLYLFVDQIRKSDGTLQEHDGICEIHVAKYAEIFGLTSAEASKDIRQ 
士号一←竺ト;てつ) 陪:Jt--:J)
1∞ 120 140 160 
ALKSFAGKEVVFYRPEEDAGDEKGYESFPWFIKRAHSPSRGLYSVHINPYLIPFFIGLQNRFTQFRLSETKEITNPYAMRLYES 
1) ~ 











ている (ReizcrC{ 81.， 1993)。そこで、蛋白質の立体併造デ RepE蛋白質は凝集しやすく、充分な濃度まで纏綿するこ
ータベースに対して未知蛋白質の一次情造を重ね合わ とが出来なかった。そこで、蛋白質の凝集が起こりにく







































& Bakcr. 1992)。イ;:{i)f究で、 I円川1¥川¥1川n¥1卜.Fプラスミドにおいても











宮む~M去に ml裂がjぶがる'j!が分かっている (Kawasaki cl 
al.， 1996)0 DnaA i託1;，1'1分子はlつの DnaAbox Iこ結合し
約40:'えのペンデイングを引き起こし (Sch辺peret al. 
1995)、HU蛋白質もやはり DNAに結合しペンデイングさ











となった。こ)CA、~~.兵l~がイテロンと IR に共通する 8




BaSlia. 19R3; l¥lcEachcrn cl 1/.， 1985)。一方で、 mini.Fの
場合 DRと1RのDNA配列の令休柿誌は3もなり、それぞれ
に結合すゐ RcpEのフ 4ームも異なる:le:列に並んだ DR
のイテ uンにはそノマーフォームが、逆向き反復配列であ
















なかった (Tahlc2および Fig.l3) コンビュータ -1fl析で
もこの領岐に既知のDNA結合モチーフと煩!以する配列11
>~つからず、み;研究で明らかになった RcpE の 16R・242 妓
ぷの領域は、 ~~IIのものとは iてなゐ↑''1.1を持つ DNA$，.，令
ドメインである可能性のあることが示唆された。一方、 C
米総領域とは別の位置.こへ )γ クス.ターン‘へ jックス・
モチーフ ~Jの nèダリのあることカfffr摘されている (63-829~




性が若しく {Ifドしていた(データ提示せず)0RcpE q)CA~ 
銭領域とこのも~Iほとの附で担任作JIがゐることによる間
接的効果か、あるいは直接DI'!Aj"合にmう-している可能
性がある。ぶ研究および Klclnct :11 (1992)の結栄は、
RcpE の NAょ~~~句ï!&c1)久夫がけから33叫ょにに及ぶと DNA
結令指刊の{!たわれるこ ζ を司王した (Fig 5および}くhnc ct 
3/.， 1992)( 乙の予M或は R叩Eと!也の俊民間始閃子nlJで良〈

















れている (Mancn c( al . 1992)。また、 RcpAの場合C人tぬ
から89H)S欠尖しても D!¥'Aj:，今能l.i.)，之われないが、欠止
が 1059~JS~二 AAA: と DNA ~こはね令できなくなることが 111




末端の久失公民の特製と jミ〈ー設する (Fig.5)0 R6Kプラ
スミドの控f.:lfb¥:はmini-FやpSCIOIとはややf{.なるが







(Gcrmln() & HJ、lIa.19S-I:Grccncr CI:lI..1990}、やはり





*，';1'ì íj~ に欠引があるとみられた訟)'(11、が1!) られた。これら
のうち少なくとも6つなC米山官1主に支持が存在していた




とも3つはF自立蛍白質を用いて再度DNA結合活性を沼ペ ドを分離した (Kawasakiet a/， 1991: Ishiai et al.， 1992)。
た場合、オリジンとオペレータ一双}iへの結合活性が低 その際に符られた rcpE変異はすぺてlアミノ酸置換変穴
下しており、この場合もダイマー形成でなく DNA結合に で、中でも RcpE54(R 118P) 変Y~li S111Pと同様のDNA
欠絹があると分かった。これらの仏果は、 C末端~J! t訟が 結合活性を1'し、ダイマー形成できなくなっていた (Flg.
ONA 結合 bこおいて極めて.!fr~な働さをしているという考 10，1，12および Ishiai cl a/.， 1994)。また、 SI11P変異が
えを支持した。 mini-Fプラスミドの repEに導入された場合、 R118Pと向
9 ~染にシャペ n ン(叫変酬においてもプラスミドの似
が可能となる(データ託示せず)。このちIrは、複製開始捌節
ダイマー形成ドメイン においてシャペロンが RcpEダイマーをモノマーへ変換す
RcpE liダイマーが自己転71抑制限能を持つので、リ る事の ïf[ 寝t'I'を 1~ì <示唆している。尖際、 ilvilmでは




された (Tab1c3および Fig.16)。中火予~{域に落ちた変穴休 を形成すゐ能力を十分に保持していることを示唆した
の一つ S111 1>はオリジン結合効14:が野生~'!の約500j~:こ上 (Fig. 1およド 12)門しかし、これらの変異体もダイマー
芥し、オペレーターへのどi合幼!t!~i n生型の1%以下で






はシャペロン欠航~でも複製 lIJ能な変興 mint-F プラスミ








21 55 93 161 168 242 251 
RepE protein (251 residues， 29kDa) 
Fig.16 RcpE蛋白質の械能m造モテソレ。')プレッサー 活't't欠損変民体(R118を含む)のアミノ酸置倹










休はイニシエーター活性が上昇しており (Kawasakict 01.， 
1991; Ishlai ct 01.， 1992)、本研究で何られた変異体と同級
(実際し135F は共通する変穴.である)オリジンへのが，合効
本が上昇すゐとJt¥こオペレーターへの結合効率が減少し





































わっていると考えられている(York & Filtowicz. 1993書
よってそノマー化した埋白としては、プロ jンへのほ換 照)。ー方、n-.;t肉質やプラスミド pP510のイニシエータ
によってダイマー形成ドメイン.二蛍みが生じ、プロトマ
一間でダイザー形成tIiiの相fl1i1tが:たわれたか、あるいは











-AJ配列がゐゐ (Giraldo cf 1/・， 1989)0π蛋白質において
U、経れたサイトに-*li合したr，{ji白1'tnlJの相互作刈にこの





























DNAの新生鎖合成には DNAポリメラーゼに先立ちこ 偽造をとり、 DNA結合ドメインあるいはダイマー形成ド
霊鎖を巻き戻していく DNAヘリカーゼが必要であり、大 メインも共通の傍造を取っている可能性が高いと考えられ
腸菌では主に DnaBへリカーゼがこの役割を担っている る。
伽 nberg& Bは山肌鳩菌染色体およびプラスミ 5 
ドR6Kの複製開始因子(それぞれ DnaAおよび π)はこの
DnaBへ 1)カーゼと直接相互作用することが分かっている 構造面から見た mini-Fプラスミド複製
(Marszalek et a/.， 1994; Ratnakar et a/.， 1996)。また、 Aフ 開始調節のモデル
7ージの複製開始因子0蛋白質は P蛋白質を介して DnaB











分子量 5，000-3，000 Daの蛋白質の露出表面積 Asは
























合体.RepEの結合によってイテロンは約50度ペンディングする.(b) RepEダイマー とオペレー ター (1R).複
製オリジン {α均の隣にある repE遺伝子の転写はR句EダイマーのRへの結合によって抑制される (Fig.2参
照).(c)複製開始初期段階における問2の高次楊造モデル.実際は、さらに蛋白質問の棺互作用、 DNAの超
らせんを考慮する必要があると考えられる.4つのイテロンへのRepEの結合、 DnaAbo.xへのDnaA蛋白質の






















定すると、 RcpEが恕殺していると予想される IRの8bp 
配列と RcpEプロトマー問との距舗はおおむね妥当な関係
を示す (Fig.17b)。しかし、 IRはAリプレ yサー結合配列
と違い、単純な対称係造ではない。:k擦にどの棋な形で
結合が起こっているのか興味が持たれる。 DnaA1分子の
結合によってlつの DnaAbox (9 bp)は約40度ベンデイン
グする (Schaper& Messer， 1995)0 mlOl Fの ori2にR叩E
および DnaA蛋白質がもたらすべンデイングを加味した図
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